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Verfahren und Vorrichtung zur Reinigung von M-13-Phagen-DNA 

Zur Reingewinnung von rekombinanter M-13-ss-DNA aus 
von einem E.coli-Wirtsstamm ins Medium ausgeschleusten 
rekombinanten M-13-Phagen fallt man aus dem Wachs- 
tumsmedium die M-13-Phagen mit EsslgsSure, filtriert die 
erhaltene Suspension uberein Glasfaserfilter und behandeit 
das Glasfaserfilter mit einer Losung chaotroper lonen. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Reingewinnung von rekombinan- 
ter M-13-ss-DNA durch Fallung des vom E.coli- 
Wirtsstamm ins Medium ausgeschleusten rekombi- 5 
nanten M-13-Phagen, Abtrennung aus dem Wachs- 
tumsmedium und Extraktion der Hullproteine, da- 
durch gekennzeichnet, daB man aus dem Wachs- 
tumsmedium die M-13 Phagen mit Essigsfiure faUlt, 
die erhaltene Suspension uber ein Glasfaserfilter 10 
Filtriert und das Glasfaserfilter mit einer L6sung 
chaotroper Ionen behandelt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man als Chaotroplosung eine Per- 
chloratldsung verwendet. 15 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man eine 4 bis 8 M/l PerchloratlS- 
sung, pH 6,5 bis 8,5 verwendet 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprtiche, dadurch gekennzeichnet, dafi man zur Fal- 20 
lung das Medium auf eine Endkonzentration zwi- 
schen 1% und 10% Essigsfiure bringt 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB man das 
Glasfaserfilter nach der Behandlung mit der L6- 25 
sung chaotroper Ionen mit waBrigem Ethanol 
wascht 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprUche, dadurch gekennzeichnet, daB man die ge- 
reinigte DNA vom Glasfaserfilter mit einer ver- 30 
dilnnten wdBrigen Salzlosung eluiert 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die Elution mit 0,5 bis 2 mM/1 
Tris-HCl, pH 7 bis 8, enthaltend 0,05 bis 0,2 mM/1 
EDTAdurchfQhrt 35 

8. Vorrichtung zur DurchfOhrung des Verfahrens 
der AnsprOche 1 bis 7, gekennzeichnet durch eine 
Vakuumkammer 1, die mit einer Platte 2 abgedeckt 
ist, uber welcher eine Platte 3 angeordnet ist und 
ein Glasfaserfilter 4 zwischen den Platten 2 und 3, 40 
wobei die Platten 2 und 3 eine Vielzahl miteinander 
fluchtender Bohrungen aufweisen und aus einer 
Sandwich-Struktur bestehen, bei der eine elek- 
trisch leitfahige Metallplatte (2c; 3c) zwischen zwei 
isolierenden Kunststoffplatten (2a, 2b; 3a, 3b) ange- 45 
ordnet ist 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Metallplatten 2c, 3c Mittel zur 
Verbindung mit einer Spannungsquelle aufweisen. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 8 oder 9, dadurch 50 
gekennzeichnet, daB die Bohrungen in der oberen 
Platte 3 trichterftanig, in der unteren Platte 2 zy- 
lindrisch ausgebildet sind 

1 1. Verwendung einer nach dem Verfahren der An- 
sprOche 1 bis 7 hergestellten M-13-ss-DNA fOr die 55 
DNA-Sequenzierung nach der Kettenabbruchme- 
thode von Sanger. 

Beschreibung 

60 

Bei der DNA-Sequenzierung nach Sanger 
(Proc.Natl.Acad. Sci. USA, 74, 54-63 (1977)) werden 
von jeder der vier in der DNA vorkommenden Basen 2', 
3 '-Didesoxynucleotid triphosphate hergestellt, welche 
von der DNA-Polymerase in einen wachsenden DNA- 65 
Strang zwar eingebaut werden, aber mit dem darauf 
folgenden Desoxynucleotidphosphat keine Phosphodie- 
sterbrucke auszubilden vermogen, so daB die Kette 
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nicht mehr weitenvachst Wird zur Sequenzierung der 
zu analysierende DNA-Strang mit einem kurzen Stuck 
markierter DNA (dem Primer) die dem einen Ende des 
zu analysierenden Stranges komplementar ist, einem 
der Didesoxynucleotidtriphosphate und den drei ande- 
ren normalen Triphosphaten in Gegenwart von DNA- 
Polymerase umgesetzt, so wird vom Primer ausgehend 
ein komplementarer Strang zur zu bestimmenden DNA 
synthetisiert, dessen Kette dort abbricht, wo eine Dide- 
soxyverbindung eingebaut wird Man erhalt so in vier 
Ansatzen mit jeweils einem der vier Didesoxynucleotid- 
triphosphate eine Reihe markierter Strange, die der 
GroBe nach durch Gelchromatographie aufgetrennt 
und anhand ihrer Markierung sichtbar gemacht werden: 
Aus dem so erhaltenen Muster laBt sich dann Ieicht die 
Sequenz der DNA bestimmen. 

Ein wesentlicher Nachteil dieser Methode besteht 
darin, daB zuerst ein Endstuck des zu analysierenden 
DNA-Stranges in seiner Sequenz bestimmt werden 
muB, um den Primer aufbauen zu kdnnen. Ein weiterer 
Nachteil besteht darin, daB es gewohnlich sehr schwie- 
rig ist, eine ausreichende Menge der zu sequenzieren- 
den DNA zur Verf Ogung zu steilen. 

Diese Schwierigkeiten werden mit der M-13-Phagen- 
templat-Methode (J. Messing, Methods Enzymol 101, 
20-78 (1983)) wesentlich vermindert Bei dieser Metho- 
de wird das doppelstrangige Plasmid des M-13-Phagen 
als Vektor zur Klonierung der zu sequenzierenden 
DNA derart verwendet, daB das Plasmid an einer be- 
stimmten Stelle mit der entsprechenden Restriktionsen- 
donuklease aufgeschnitten, in die Offnung in bekannter 
Weise die zu sequerizierende DNA insertiert und der so 
erhaltene Vektor in E.coli kloniert wird. Dabei bildet der 
Rcoli M-13-Phagen, die direkt ins Kulturmedium sezer- 
niert werden und als DNA eine einzelstrangige, circula- 
re rekombinante M-13-DNA (M-13-ss-DNA) enthalten, 
in welcher sich die zu sequenzierende DNA befindet Da 
die an die Schnittstelle, in die diese DNA insertiert vor- 
liegt, angrenzende Sequenz der Phagen-DNA bekannt 
ist, kann als Primer stets die dieser bekannten Sequenz 
komplementSre Sequenz verwendet werden, gleichgQl- 
tig welche zu sequenzierende DNA in das Plasmid ein- 
gefiigt wurde. Es kann daher mit einer einzigen Primer- 
sequenz eine groBe Vielzahl von DNA-Strangen se- 
quenziert werden. 

Voraussetzung hierf ur ist allerdings, daB aus dem vom 
Eroli sezernierten Phagen die darin enthaltene DNA 
frei von den sie umhullenden Proteinen gewonnen wird. 
Diese Reinigung erfolgte bisher durch Fallung mit Ex- 
traktionen mit Phenol und Chloroform und schlieBlich 
Konzentration der DNA durch Ethanolfallung (M13 
Clonbg/Dideoxy Sequencing Instruction Manual, Bet- 
hesda Research Laboratories 1986). 

Dieses Reinigungsverfahren hat den Nachteil, daB es 
sehr langsam ablauft und sich nicht automatisieren laBt. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, die- 
ses Reinigungsverfahren so zu verbessern, daB diese 
Nachteile beseitigt werden und das Verfahren nicht nur 
wesentlich beschleunigt und vereinfacht wird, sondern 
der Automatisierung zuganglich wird. 

Gelost wird diese Aufgabe erfindungsgemaB durch 
ein Verfahren der eingangs beschriebenen Art, bei wel- 
chem man aus dem Wachstumsmedium der E.coli-Zel- 
len die M-13-Phagen mit Essigsaure fallt, die erhaltene 
Suspension uber Glasfaserfilter filtriert und das Glasfas- 
erfilter mit einer Lflsung chaotroper Ionen behandelt 

Zur DurchfOhrung des erfindungsgemaB eh Verfah- 
rens werden die Rcoli-Bakterien aus dem Wachstums- 
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medium abzentrifugiert und der gewonnene Oberstand 
mit Essigsaure versetzt Die verwendete Essigsaure- 
menge kann in weiten Grenzen variiert werden und 
Endkonzentrationen zwischen 1% und 10% ergaben 
praktisch gleiche Ausbeuten an gereinigter DNA. Ein 
besonderer Vorzug der Fallung mit Essigsaure an Stelle 
von Polyethylenglykol besteht darin, dafl die DNA in 
hoher Ausbeute praktisch ohne Zeitverzug, also durch 
sofortige Filtration der Suspension nach dem Zusatz der 
Essigsaure erhalten wird. Daher konnen Einwirkungs- 
zeiten zwischen etwa 0,5 und 30 Minuten angewendet 
werden, wobei sich mit zunehmender Dauer der Einwir- 
kung die Ausbeute geringfOgig erhdht Nach kurzer Ein- 
wirkungszeit, in der Regel 1 bis 5, vorzugsweise etwa 2 
Minuten bei normaler Temperatur wird fiber ein Glas- 
faserfilter filtriert, zweckmaBig so, daB die Flussigkeit 
durchgesaugt werden kann. 

In der nachsten Stufe wird die DNA an das Glas im 
Giasfaserfilter gebundea Grundsatzlich eignen sich fur 
diese Verfahrensstufe stark chaotrope Ionen, welche ei- 
ne Dissoziation der Phagenproteine von der Phagen- 
DNA bewirken konnen. Die besten Ergebnisse wurden 
mit NaClCVLosungen erhalten, wobei vorzugsweise ei- 
ne Konzentration zwischen 3 und 10 M/l, besonders 
bevorzugt von 4 bis 8 M/I verwendet wird. Gute Ergeb- 
nisse wurden auch unter Verwendung von Guanidini- 
um-Hydrochlorid als chaotropes Mittel erhalten. 

Die Behandiung mit der Losung der chaotropen Io- 
nen kann einfach durch Auftropfen auf den Filter und 
Absaugen erfolgen. 

In der bevorzugten Ausfuhrungsform wird der Gias- 
faserfilter mit einer PerchloratlSsung, pH 6,5 bis 8,5, 
insbesondere pH 7 bis 8 behandelt. Dies erfolgt zweck- 
maBig durch Auftropfen und Durchsaugen. Besonders 



gen, um eine Elektroelution durchzuftlhren. Zwischen 
der Vakuumkammer 1 und der Verbundkammerdeck- 
platte kann eine Dichtung, z.B. aus Gummi oder Fett 
angeordnet sein. 

Die Elution kann alternativ auch mittels Mikrotiter- 
zentrifuge erfolgen, wobei der ganze Verbund aus Plat- 
ten 2 und 3 und Filter 4 in die Zentrifuge gegeben wer- 
den kann. Die Mittel zur Verbindung der Metallplatten 
2c; 3 emit einer Spannungsquelle entf alien dann. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird vorzugsweise 
im Rahmen der DNA-Sequenzierung angewendet Es 
laBt sich jedoch auch als rasche und zuverlassige Metho- 
de zur Herstellung von M-13-ss-DNA verwenden, wie 
sie in der Site-gerichteten Mutagenese (gezielte Muta- 
genese von DNA nach Kramer, NucIAcids Res. 12, 9441 
(1984)) bendtigtwird. 

Im folgenden Beispiel wird die Erfindung in Verbin- 
dung mit der beigefugten Zeichnung nSher beschrieben. 
In der Zeichnung stellen dar 

Fig. 1 eine graphische Darstellung, in welcher la die 
Abhangigkeit der DNA-Ausbeute von der Essigsaure- 
konzentration in Volumen-%, lb die DNA-Ausbeute in 
Abhangigkeit von der Dauer zwischen der Essigsaure- 
zugabe und dem Filtrieren und lc die DNA-Ausbeute in 
25 Abhangigkeit von der verwendeten Natriumperchlorat- 
konzentration zeigen. 

Fig. 2 zeigt eine perspektivische Darstellung der er- 
findungsgemaBen Filtrations- und Elutionseinheit, ent- 
haltend eine Vakuumkammer 1 mit AnschluB zur Vaku- 
30 umpumpe (nicht gezeigt), die mit einer unteren Kunst- 
stoff-Metall-Kunststoffverbundplatte 2 und einer obe- 
ren Kunststoff-Metall-Kunststoffverbundplatte 3, zwi- 
schen die ein Giasfaserfilter 4 eingelegt ist, abgedeckt 
ist. Die obere und die untere Verbundplatte weisen eine 
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bevorzugt wird hierzu eine Losung, die 4 bis 8 M/l Na- 35 Reihe von Bohrungen auf, die miteinander fluchten und 



CKX 5 bis 20 raM/1 Tris-HCI, pH 7 bis 8 und 0,5 bis 2 
mM/1 EDTA enthalt, verwendet Nach dem Entfernen 
der Chaotrop-, insbesondere der Natriumperchloratld- 
sung wird vorzugsweise mit waBrigem Ethanol nachge- 
waschen, zweckmaBig mit 60 bis 80°/oigem Ethanol. 40 
Nach dem Trocknen der Filter erfolgt dann die Elution 
in iiblicher Weise mit einer verdiinnten waBrigen Salzio- 
sung, wie z.B. in AnaLBiochem. 101, 339 - 341 (1980) 
beschrieben. Ein bevorzugtes Elutionsmittel ist 0,5 bis 2 



in der oberen Platte 3 trichterftfrmig, in der unteren 
Platte 2 zylindrisch ausgebildet sind. 

Fig. 3 zeigt einen Querschnitt durch diese Platten- 
struktur. 

Fig. 4 zeigt einen Querschnitt durch die Einheit aus 
oberer und unterer Verbundplatte und eingefugtem 
Glasfaservlies als AusschnittvergroBerung. Zwischen 
den isolierenden Kunststoffplatten 2a und 2b, bzw. 3a 
und 3b ist jeweils eine entsprechende leitfahige Metall- 



mM/1 Tris-HCI, pH 7 bis 8, enthaltend 0,05 bis 0,2 mM/1 45 platte 2c bzw. 3cangeordnet, die elektrisch so geschaltet 



ETDA, im folgenden als TE bezeichnet Besonders be- 
vorzugt wird ein pH-Wert von 7,4 bis 7,6. 

Ein anderes geeignetes Elutionsmittel sind verdunnte 
Detergenslosungen, wie z.B. 0,1% SDS, die jedoch weni- 
ger bevorzugt werden. 

_ Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Vor- 
richtung zur automatisierten Durchfuhrung des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens in Form einer Filtrations- 
und Elutionseinheit. Sie ist gekennzeichnet durch eine 



werden konnen, daB die Platte 2c als Anode, die Platte 
3c als Katode wirkt 

Die dargestellte Ausfuhrungsform weist 96 Locher 
auf und gestattet daher die gleichzeitige Reinigung von 
50 96verschiedenenM-13-Templaten. 

Beispiel 

Es wurde ein M-13 mp 18 rekombinanter Phage ver- 



Vakuumkammer 1, die abgedeckt ist mit einer unteren 55 wendet, der ein 800 Basen langes Proteinkinase cDNA 



Platte 2 und einer oberen Platte 3, zwischen denen sich 
ein Giasfaserfilter 4 befindet. Die Platten 2 und 3 weisen 
eine Vielzahl von miteinander fluchtenden Ldchern auf, 
die durch das Giasfaserfilter 4 geteilt sind. Jede der Plat- 
ten 2 und 3 besteht vorzugsweise ihrerseits aus einer 60 
Sandwich-Struktur, bei der eine elektrisch leitfahige 
Metallplatte (2c; 3c) zwischen zwei isolierenden Kunst- 
stoffplatten (2a, 2b; 3a, 3b) angeordnet ist. Die Metall- 
platte (2c, 3c) besteht vorzugsweise aus rostfreiem StahL 
Die beiden Metallplatten (2c; 3c) in den Verbundplatten 65 
2 und 3 weisen Mittel zur Verbindung mit einer Span- 
nungsquelle auf, die es ermoglicht, eine geeignete elek- 
trische Spannung zwischen den beiden Platten anzule- 



Insert enthaMt und in ProtNatlAcadSci. USA 83, 
1300-1304 (1986) beschrieben wird. Dieser rekombi- 
nante Phage wird erhalten, in dem man das Insert aus 
einem pUC 8-Vektor in die doppelstrangige replikative 
Form des M-13 mp 18-Phagen insertiert und damit kom- 
petente JM 103 E.coli-Zellen transfiziert Klare Plaques 
wurden entnommen und in 2 ml Wachstumsmedium 6 
Stunden wachsen gelassen. Dann wurden die Bakterien 
abzentrifugiert 

1 ml der so erhaltenen Phagensuspension wurde in 
einem 1,5 ml Zentrifugenrohrchen mit 10 ul Eisessig 
versetzt, das Rdhrchen verschlossen und einmal umge- 
dreht. Nach 2 Minuten bei Raumtemperatur wurde die 
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Suspension auf ein Glasfaserfilter von 7 mm Durchmes- 
ser (GF/C der Fa, Whatman Int. Ltd, England) gegeben, 
welches durch die 7 mm Durchmesser aufweisende Boh- 
rung der Platten 2 und 3 auf einer Filiations- und Elu- 
tionseinheit gemSB Erfindung mit 96 Bohrungen, wie in 5 
den Fig. 2 bis 4 dargestellt, begrenzt 1st 

Die Aufgabe der Suspension erfolgte in Aliquots von 
0,1 mL Jedes Aliquot wurde erst aufgegeben, nachdem 
die vorhergehende Portion durchgesaugt war. Wenn 
mehrere Proben gleichzeitig behandelt wurden, so er- 10 
folgte die Zugabe jeder Probe auf ihr Filter, bevor die 
nachste Probe auf das nachste Filter aufgebracht wurde. 

AnschlieBend wurde jeder Filter mit insgesamt 1 ml 4 
M/l NaCK>4, 10 raM/l Tris-HCl, pH 7,5, 1 mM/l.EDTA 
behandelt, wobeiebenfalls 0,1 ml Aliquots auf den Filter 15 
getropft und durchgesaugt wurden. 

AnschlieBend wurde in gleicher Weise mit 1 ml 
70%igem waBrigem Alkohol gewaschen. Dann wurde 
die Filtrationseinheit 5 Minuten mit Luft getrocknet und 
anschlieQend mit 10 ul TE-Puffer, pH 7,5 unter Anle- 20 
gung einer Spannung zur Elektroeiution eluiert, wobei 
die Vakuumkammer 1 filr die Elution ersetzt wurde 
durch eine 96 Loch-Mikrotiterplatte, deren einzelne 
Vertiefungen wieder mit den Bohrungen in den Ver- 
bundplatten2und3fluchteten.. 25 

Die so erhaltenen DNA-Praparate wurden als Tem- 
plate fUr die Sequenzierung sowohl mit radioaktiver 
Markierung als auch mit Fluoreszenzmarkierung des 
Primers eingesetzt. Als Enzym wurde das Klenow-Frag- . 
ment der E.coli-DNA-Polymerase 1 oder T7-DNA- 30 
Polymerase verwendet Dabei ergaben sich mit radioak- 
tiver Markierung die besten Ergebnisse bei Anwendung 
von l°/oiger EssigsSurekonzentration und 4 M/l NaClC>4, 
wahrend mit Fluoreszenzmarkierung die besten Ergeb- 
nisse im Bereich von 1 bis 5% Essigsaure und 4 bis 6 M 35 
NaClCX erzielt wurden. 
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FIG. A 



